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1 
1 UVOD 
 
Prosti radikali so škodljivi produkti, ki nastanejo v telesu zaradi negativnih učinkov okolja, 
onesnaženega zraka in nezdrave prehrane ter tako vplivajo na pojav številnih bolezni. 
Ljudje smo z namenom preprečitve nastanka oksidativnih poškodb v telesu, razvili 
kompleksen antioksidativni sistem zaščite. Slednji vključuje različne antioksidante, 
endogenega in eksogenega izvora, ki pri nevtralizaciji prostih radikalov delujejo 
interaktivno in vzajemno (Percival, 1998).  
 
Zadnja leta se vse večji poudarek daje na zdravo prehrano. Potrošniki si zaradi vedno večje 
ozaveščenosti želijo čim bolj svežo hrano s čim višjo biološko vrednostjo (Huggett in 
Schliter, 1996). 
 
Poleg tega, da so žita zelo pomembna v prehrani ljudi, se uporabljajo tudi za krmo živine 
in v predelovalni industriji. Zasedajo skoraj polovico vseh obdelovalnih površin na svetu, 
kar jih uvršča med najpomembnejše poljščine. Žita so bogata z ogljikovimi hidrati, 
beljakovinami, minerali in vitamini (Arendt in Zannini, 2013). 
 
Žitno zrno vsebuje veliko različnih snovi, med njimi tudi takšne, ki so biološko aktivne in 
izražajo antioksidativne lastnosti. Zaradi visoke vsebnosti antioksidantov imajo žita 
pomembno vlogo pri prebavi, vzdrževanju normalne ravni holesterola in sladkorja, 
uravnavanju delovanja črevesja in vzdrževanju črevesne mikroflore (Zieliński, 2002). 
 
Žita lahko podvržemo procesu kaljenja tudi z namenom izboljšanja njihove tehnološke in 
hranilne vrednosti. Raziskave so namreč pokazale, da kalitev ne vpliva zgolj na 
spremembo videza in okusa zrna, temveč tudi na hranilno vrednost zrn. Istočasno se 
poveča prebavljivost aminokislin in mineralov (Kaukovirta-Norja in sod., 2004). Nadalje, 
številni literaturni viri navajajo, da pride v kaljenih zrnih in kalčkih do kopičenja nekaterih 
sekundarnih metabolitov kot so polifenoli in vitamin C (Gan in sod., 2017; Nelson in sod., 
2013; Hübner in Arendt, 2013; Singh in Sharma, 2017). Raziskovalci uživanju kaljenih zrn 
pripisujejo antioksidativen, antidiabetičen in antikancerogen učinek (Gan in sod., 2017).   
 
Rž (Secale cereale) izvira iz Azije. Poznali so jo že 1500 let pred Kristusom. Stebla rži so 
močna in odporna na zunanje dejavnike, zato so se nekoč uporabljala kot gradbeni 
material. Danes se iz rži izdelujejo pletarski izdelki, kot so košare, klobuki in podobno. Rž 
sodi med krušna žita, uporablja se predvsem za izdelavo moke ter pripravo kruha, peciva in 
sorodnih izdelkov. Predstavlja vir vlaknin, mangana, selena, magnezija, fosforja, kalija in 
cinka ter vitaminov kompleksa B. Zanjo je značilna manjša vsebnost glutena kot za 
pšenico, zaradi česar je primerna za diabetike. Vsebuje fenole, ki delujejo proti boleznim 
srca in ožilja, zmanjšujejo tveganje za maligne bolezni, ter uravnavajo krvni pritisk 
(Arendt in Zannini, 2013). 
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2 
1.1 NAMEN NALOGE 
 
Namen diplomske naloge je bil določiti vsebnost skupnih fenolov in antioksidativni 
potencial nekaljene rži in kaljene rži, vzorčene po 24, 48, 72 in 96 urah eksperimenta. 
Želeli smo ugotoviti ali bodo med vzorci razlike ter določiti najprimernejši čas kaljenja rži 
z vidika antioksidantov.  
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predvidevamo, da bo proces kaljenja pozitivno vplival na vsebnost fenolnih spojin in na 
antioksidativni potencial rženih zrn. Predvidevamo tudi, da obstaja korelacija med 
vsebnostjo fenolnih spojin ter antioksidativno učinkovitostjo ekstrakta. 
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3 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 RŽ 
 
Rž (Secale cereale)  je žito iz družine trav, ki je sorodno ječmenu in pšenici. Zaradi svoje 
strukture je primerna za ekološko proizvodnjo, saj ji močna korenina omogoča učinkovito 
izkoriščenje hranila iz skoraj vseh vrst tal, zlasti ob uporabi organskih gnojil. Neobčutljiva 
je na bolezni in škodljivce, kar zmanjšuje uporabo herbicidov, fungicidov in insekticidov. 
Rž je dobro odporna tudi na mraz, saj, če ni snega, prenese zimo s temperaturami vse do  
-30 ° C (Arendt in Zannini, 2013). 
 
Ržena zrna so običajno sivo-rumene barve, vendar se to lahko razlikuje znotraj posamezne 
vrste in celo v istem vzorcu. Zrno je zgrajeno iz luske, jedra (endosperma) in kalčka. 
Naloga luske je, da ščiti zrno pred zunanjimi vplivi in predstavlja od 10-15 % celotnega 
zrna. Sestavljena je iz zunanjega sloja in notranjega dela. Luska vsebuje celulozo, 
vitamine, minerale ter nekaj topnih beljakovin in encimov. Jedro se deli na osrednji del 
(endosperm) in zunanji del (alveronski sloj). Osrednji del je bogat s škrobom in 
beljakovinami. Alevronski sloj tehnološko spada k luski,  ker se med mletjem loči skupaj z 
njo. Jedro predstavlja od 79-84 % celotnega zrna. Kalček je zgrajen iz pralista, 
prakoreninice in ščitka, ki prepušča hranilne snovi potrebne za rast kalčka. V kalčku se 
nahajajo maščobe, topne beljakovine, vitamini in encimi (Horvat, 2010).  
 
Zrno rži vsebuje širok spekter makrohranil, mikrohranil in bioaktivnih spojin. Je dober 
izvor prehranskih vlaken, fenolnih spojin, vitaminov in mineralov. Glavne sestavine 
prehranskih vlaknin rži so arabinoksilan, β-glukan, celuloza, fruktan in lignin. Za rž je 
značilna nizka vsebnost nasičenih maščob. Ne vsebuje holesterola (Aman in sod., 2010). 
Sestavo rži in primerjavo z drugimi žiti podaja preglednica 1. 
 
Preglednica 1: Sestava rži in ostalih žitnih zrn (Arendt in Zannini, 2013) 
Komponenta  
Vsebnost (g/100 g) 
Rž Tritikala Pšenica Ječmen Koruza 
Ogljikovi 
hidrati 
80,1 78,6 78,9 75,7 81,2 
Beljakovine 13,4 14,8 14,3 13,1 10,4 
Maščobe 1,8 1,5 1,9 2,1 4,5 
Vlaknine 2,6 3,1 2,9 6,0 2,4 
Pepel 2,1 2,0 2,0 3,1 1,5 
 
 
Rž ima vse večji pomen pri proizvodnji različnih živil, kjer se jo dodaja za izboljšanje 
prehranskih in organoleptičnih lastnosti. Največkrat se jo uporablja pri proizvodnji moke, 
za pripravo kruha, peciva in slaščic. Uporablja se jo tudi v proizvodnji alkoholnih pijač. V 
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Nemčiji in Avstriji proizvajajo posebno pivo iz rži, vendar so količine zelo majhne v 
primerjavi z ječmenom, ki je najpomembnejša surovina v pivovarstvu (Hübner in sod., 
2010). 
 
2.2 KALJENJE 
 
Kaljenje je metoda, ki pomembno vpliva na kemijsko sestavo in  hranilno vrednost zrna. 
Med kaljenjem se poveča prebavljivost prostih aminokislin, prostih ogljikovih hidratov in 
mineralov ter izboljša funkcionalna lastnost žit. Proces vključuje kemijske spremembe kot 
so hidroliza škroba, proteinov in maščob v manjše molekule, ki so lažje prebavljive  
(Kreisz, 2009). 
 
Proces kaljenja pomeni rast zarodkov zrn, ki se manifestira z rastjo korenine in spremembo 
vsebine endosperma (de Pinho Ferreira Guińe in dos Reis Correia, 2013). Ob začetku 
kaljenja se prevladujoče rezerve endosperma (škrob, celična stena in proteini za 
shranjevanje) mobilizirajo z delovanjem hidrolitičnih encimov, ki se sintetizirajo v 
alevronski plasti in se izločajo v škrobnati endosperm kaljenih zrn. Vsebnost nekaterih 
funkcionalnih snovi se poveča, medtem ko se delež nekaterih antinutritivnih dejavnikov, 
kot je fitinska kislina, med kalitvijo zmanjša (Lu in sod., 1998). 
 
Kalitev je preprosta, okolju prijazna in varna oblika gojenja semen v kratkem časovnem 
obdobju. Dejavniki, ki vplivajo na kalitev, so svetloba, temperatura, vlažnost in čas. 
Semena običajno namakamo pri sobni temperaturi več ur in kalimo v temi pri temperaturi 
okrog 20-30 ºC.  Nižje temperature povzročajo tvorbo topnega dušika, medtem ko se pri 
višji temperaturi poveča dihanje zrn. Razvoj encimov, potrebnih za kaljenje, je pri višji 
vsebnosti vlage hitrejši (Kreisz, 2009). Kaljenje zrn se začne, ko vsebnost vode v zrnu 
ustrezno naraste. Vsebnost vlage, ki je potrebna za rast semen, se pri večini žit giblje okrog 
42-45 %. Čas kaljenja je odvisen od samega namena kalivosti. V primeru, da jih kalimo z 
namenom uživanja, zrna kalimo 3-5 dni (Gan in sod., 2017).  
 
2.3 ANTIOKSIDANTI 
 
Antioksidante v živilih lahko opredelimo kot vsako snov, ki upočasni, ustavi ali prepreči 
razvoj žarkosti in drugih neprijetnih okusov, ki so posledica oksidacije. Antioksidanti 
upočasnijo razvoj neželenih okusov na način, da odložijo indukcijsko obdobje oksidacije 
maščob. Spojine z antioksidativnimi lastnostmi zavirajo ali upočasnijo oksidacijo na dva 
načina. Prvi način vključuje neposredno odstranjevanje prostih radikalov, takšne imenujejo 
primarni antioksidanti. Mednje prištevamo encime ter nekatere fenole in njihove derivate. 
Drugi način obsega mehanizme, ki ne vključujejo neposredne odstranitve prostih 
radikalov, imenujemo jih sekundarni antioksidanti. Za slednje so značilni različni načini 
delovanja: sposobnost vezave kovinskih ionov, lovljenje kisika, pretvorba hidroperoksida v 
stabilnejše spojine, absorpcija UV sevanja in deaktivacija kisika (Pokorny in sod., 2001). V 
skupino sekundarnih antioksidantov tako prištevamo nekatere fenole, tokoferole, 
karotenoide in druge naravne spojine (Rajalakshmi in Narasimhan, 1996). 
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2.4 FENOLI KOT ANTIOKSIDANTI 
 
Fenoli so produkti sekundarnega metabolizma in imajo pomembno vlogo pri obrambnem 
mehanizmu rastlin na stres. Organizem ščitijo pred povzročitelji bolezni in zajedavci, 
nekateri pa celo prispevajo k barvi rastlin (Khan in sod., 2001). Fenolne spojine so 
sestavljene iz enega ali več aromatskih obročev, ki vsebujejo eno ali več hidroksilnih 
skupin. Razlikujejo se v kompleksnosti, od zelo preprostih do visoko polimeriziranih 
fenolov (Liu, 2004). 
 
Najpogostejše fenolne spojine, ki jih vsebujejo polnozrnata žita, so fenolne kisline in 
flavonoidi. Običajno se nahajajo v otrobih. Fenolne kisline so derivati hidroksibenzojske in 
hidroksicimetne kisline. V žitih so prisotne kot proste kisline ali vezane na komponente 
celične stene. Glavna fenolna kislina v žitih je ferulna kislina (Hübner in Arendt, 2013). 
 
Flavonoidi so skupina fenolov, ki so sestavljeni iz dveh aromatskih obročev s 3 atomi 
ogljika, ki so običajno povezane v oksidiran heterociklični obroč. Pri žitih se flavonoidi 
nahajajo predvsem v zunaji plasti (Dykes in Rooney, 2007), vendar je njihova vsebnost 
precej nizka (Peterson, 2001).  
 
Duthie in sod. (2000) so pokazali, da pomagajo fenolne spojine v naši prehrani pri 
preprečevanju razvoja kroničnih bolezni, kot so bolezni srca in različna rakava obolenja.  
 
Večina fenolov v žitaricah je netopnih, povezanih s celično steno preko esterskih in etrskih 
vezi s polisaharidi, arabinoksilanom in ligninom (Liyna-Pathirana in Shahidi, 2006), 
medtem ko je manjši del topen in se nahaja v vakuoli (Stalikas, 2007).   
 
2.5 DOLOČANJE ANTIOKSIDANTOV  
 
2.5.1 Določanje fenolnih spojin s Folin-Ciocalteu-jevo metodo 
 
Določitev skupnih polifenolov je splošna analitska metoda v živilski industriji. Podatek o 
vsebnosti skupnih fenolnih spojin ima pomembno vlogo pri analizah antioksidativne 
kapacitete živil, saj je ocena skupnih polifenolov prvi pristop k ugotavljanju indeksa 
celotnih antioksidantov (López Moreno in sod., 2004). 
 
Za določitev koncentracije fenolih spojin se najpogosteje uporabljajo spektrofotometrične 
metode. Najbolj razširjena metoda je Folin-Ciocalteu (FC). Pri reakciji fenolnih spojin in 
FC reagenta (zmes fosfovolframove in fosfomolibdenske kisline) nastane pri rahlo 
bazičnih pogojih relativno stabilen modro obarvan kompleks, ki ga določimo 
spektrofotometrično z merjenjem absorbance pri 765 nm (Celeste in sod., 1992). 
 
Maksimalna absorpcija kromofora je odvisna od alkalnosti raztopine in koncentracije 
fenolnih spojin (Schofield in sod., 2001). Ker se FC reagent hitro razgradi v alkalni 
raztopini, je potrebno uporabiti velik prebitek reagenta, da reakcija poteče v celoti. Ta 
presežek lahko povzroči napake pri analizi in zato sta Folin in Ciocalteu v reagent 
vključevala litijeve soli, ki preprečujejo zameglitev. Metoda na splošno zagotavlja 
natančne podatke za več skupin fenolnih spojin (Kamboj in sod., 2015). 
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2.5.2 Določanje antioksidativnega potenciala z DPPH· radikalom 
 
DPPH· (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal) predstavlja sintetični radikal, ki se pogosto 
uporablja pri in vitro določanju antioksidativne aktivnosti naravnih proizvodov. Označen je 
kot stabilen prost radikal, ki temelji na delokalizaciji prostega elektrona okoli molekule, 
tako da ne tvori dimer, kot večina drugih prostih radikalov. Raztopina DPPH· v 
metanolu/etanolu je vijolične barve z absorpcijskim maksimumom pri 515-517 nm 
(Molyneux, 2004).  
 
 
 
                                      
 
                     Slika 1 : Strukturna formula1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH·) (Molyneux, 2004) 
 
Pri mešanju DPPH· raztopine s snovjo, ki odda elektron,  nastane reducirana oblika DPPH2 
(difenilpikrilhidrazin), pri čemer pride do izgube vijolične barve (možen je pojav bledo 
rumene barve, ki jo spodbuja prisotnost pikrilne skupine) (Kedare in Singh, 2011). 
 
Primer enačbe reakcije antioksidanta (AH) z DPPH·, kjer nastane DPPH2 in radikal 
antioksidanta (A·) : 
 
DPPH· + AH  ↔ DPPH2 + A·                                                                                       ... (1)                       
 
DPPH· metoda je hitra, enostavna, poceni in razširjena analiza za ocenjevanje 
antioksidativnega potenciala snovi; temelji na merjenju sposobnosti različnih spojin, ki 
delujejo kot lovilci prostih radikalov ali kot donorji vodika (fenolne kisline, polifenoli, 
flavonoidi). Uporablja se tudi za določitev antioksidantov v kompleksnih bioloških 
sistemih, za trde in tekoče vzorce (Kedare in Singh, 2011). 
 
2.6 VPLIV KALJENJA NA VSEBNOST POLIFENOLOV IN ANTIOKSIDANTOV 
 
Med kaljenjem potekajo številni biokemijski procesi, ki vodijo do sprememb v sestavi 
metabolitov in posledično povzročijo spremembe v vsebnosti fenolnih spojin in 
antioksidantov (Carciochi in sod., 2014). 
 
Povečana vsebnost polifenolov in antioksidativna aktivnost kaljenih zrn je opisana v več in 
vitro študijah. Predpostavlja se, da je antioksidativna aktivnost povezana z vsebnostjo 
fenolov (Nelson in sod., 2013). Podobne zaključke podaja tudi pregled literature, ki jo je 
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opravil Gan s sod. (2017), slednji navaja številne raziskave, kjer kaljenje poveča 
antioksidativno aktivnost semen na račun povečane vsebnosti vitaminov in polifenolov. 
 
Nadalje, Carciochi s sod. (2014) poroča, da je vsebnost fenolnih spojin med kaljenjem 
odvisna tako od vrste rastline kot od pogojev kaljenja. V primeru kaljenja semen ajde, se je 
vsebnost polifenolov bistveno povečala s časom kaljenja, medtem ko so v primeru kaljenih 
zrn soje in arašidov opazili zmanjšanje skupnih fenolnih spojin. Vendar Gan s sod. (2017), 
navaja, da vedno več študij, ki ugotavljajo upad antioksidantov v kaljenih semenih, 
rezultate podaja na svežo snov in tako ne upošteva deleža vode v zrnih, ki med kaljenjem 
znatno naraste. Tudi Terpinc in sod. (2016) se strinjajo, da način izražanja rezultatov 
vpliva na izsledke raziskav vpliva kaljenja na vsebnost spojin z antioksidativnim 
delovanjem. V študiji, ki so jo opravili, je kaljenje ajde vodilo v znatno izboljšanje 
vsebnosti polifenolov in njihove sposobnosti lovljenja prostih radikalov. V istem članku 
poročajo tudi, da na reaktivnost določenih antioksidantov vpliva kemijsko okolje, ugotovili 
so, da reakcije hitreje potekajo pri višjem pH raztopine, kar vodi do višje ocene 
antioksidativne aktivnosti.   
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
 
Laboratorijsko delo je potekalo v okviru večje raziskave. Začetni del, namakanje in 
kaljenje zrn, je opravila druga študentka: ržena zrna (200 g) je namakala v vodi (8 ur) s 
temperaturo 20 ºC, jih odcedila in pustila 16 ur na zraku. S tem je omogočila počasno 
prodiranje vode iz zunanjih plasti zrna v notranjost. Zatem je zrnje zopet namakala v vodi 
(8 ur) do vsebnosti vlage približno 45 %. Po končanem namakanju je odcedila vodo in zrna 
razporedila v tanki plasti na velike kovinske pladnje s perforiranim dnom. Kaljenje je 
potekalo pri temperaturo 20 °C v kalilni komori, v kateri je bila visoka relativna vlažnost. 
Za nadaljnje analize smo uporabili zrna rži, ki smo jih vzorčeili 0, 24, 48, 72 in 96 ur po 
začetku eksperimenta.  
 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
 
Za poskus smo potrebovali: 
 analitska tehtnica (Mettiler Toledo), 
 avtomatske pipete, 
 centrifuga ( Avanti JXN-26, ZDA), 
 centrifuga (Eppendorf, 5415, Kanada), 
 centrifugirke (15 in 50 mL), 
 kapalke, 
 kivete (2mL), 
 mlin za semena (IKA, A11 basic, Nemčija), 
 mikrocentrifugirke (2 mL), 
 stojala za epruvete in mikrocentrifugirke, 
 stresalnik  (EV-403, Slovenija), 
 sušilnik (Termoproc), 
 štoparica, 
 tehtiči, 
 UV-VIS spektrofotometer (ceci, CE 2021, Anglija), 
 vrtinčnik (IKA, Nemčija). 
3.1.2  Reagenti 
 
 metanol (CH₃OH, Merck KGaA, Nemčija). 
 0,2 mM DPPH· (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil, Sigma-Aldrich, Nemčija): zatehtali 
smo 3,9 mg DPPH· v falkonko in dodali 10 mL metanola. Za pripravo delovne 
raztopine s koncentracijo 0,2 mM smo zmešali izhodno raztopino DPPH in metanol 
v razmerju 1:4. 
 Folin-Ciocalteu reagent (Merck KGaA, Nemčija): pred uporabo smo ga razredčili z 
destilirano vodo v razmerju 1:2. 
 20 % raztopina natrijevega karbonata (Na₂CO₃, Sigma-Aldrich, Nemčija): zatehtali 
smo 5 g Na2CO3 v 25 mL bučko in napolnili z destilirano vodo do oznake. 
 2 mM raztopina ferulne kisline (Sigma-Aldrich, Nemčija): zatehtali smo 3,9 mg 
ferulne kisline v 10 mL bučko in z metanolom dopolnili do oznake. 
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 0,5 mM razopina troloksa (Sigma-Aldrich, Nemčija): zatehtali smo 12,5 mg 
troloksa v 10 mL bučko, dopolnili do oznake z metanolom in premešali. 
Odpipetirali smo 1 mL izhodne raztopine in dodali 9 mL metanola. 
Ostale kemikalije: 
 tekoči dušik in 
 destilirana voda. 
 
3.2 METODE  
 
3.2.1 Priprava vzorcev 
   
Semena smo prelili s tekočim dušikom in jih zmleli z laboratorijskim mlinom. V 50 mL 
centrifugirko (v nadaljevanju falkonko) smo zatehtali 1 g homogeniziranega vzorca, dodali 
9 mL metanola, sledila je 2 urna ekstrakcija na stresalniku pri 200 obratih/min. Po končani 
ekstrakciji smo vzorce prelili v 15 mL falkonke in jih centrifugirali 10 min pri 
8000 obratih/min. Supernatant smo prelili v 2 mL mikrocentrifugirke in vsebino ponovno 
centrifugirali 3 minute pri 13200 obratih/min. Ta supernatant je predstavljal ekstrakt 
fenolnih spojin iz nekaljenih oz. kaljenih semen, ki smo ga uporabili za nadaljnje analize. 
 
3.2.2 Folin-Ciocalteu-jeva metoda 
 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin smo določali po metodi, ki jo je opisal Gutfinger (1981). 
 
3.2.2.1 Priprava standardne umeritvne krivulje za Folin-Ciocolateu-jevo metodo  
 
Za pripravo umeritvene krivulje (narejeno v 2 paralelkah) smo uporabili 2,0 mM raztopino 
ferulne kisline raztopljene v metanolu. Odpipetirali smo različne volumne ferulne kisline 
(oz. za slepi vzorec 100 μL metanola) in dopolnili z metanolom do 100 μL (preglednica 2). 
Dodali smo 1300 μL destilirane vode, 300 μL Folin-Ciocalteujevega reagenta (1:2) in 
premešali. Po 5 minutah smo dodali 300 μL 20 % Na₂CO₃, ter 60 minut kasneje vsebino 
mikrocentrugirk prenesli v 2 mL PS kivete in izmerili absorbanco proti slepemu vzorcu pri 
765 nm. 
 
 
 
Slika 2: Priprava raztopin za umeritveno krivuljo za Folin-Ciocalteu-jevo metodo 
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Preglednica 2: Priprava raztopin za umeritveno krivuljo za ferulno kislino za Folin-Ciocolateu-jevo metodo 
  
H2O  
(μL) 
Metanol  
(μL) 
20 mM FK  
(μL) 
FC reagent (1:2)  
(μL) 
20 % Na₂CO₃  
(μL) 
1 1300 90 10 300 300 
2 1300 80 20 300 300 
3 1300 70 30 300 300 
4 1300 60 40 300 300 
5 1300 50 50 300 300 
6 1300 40 60 300 300 
7 1300 30 70 300 300 
8 1300 20 80 300 300 
 
 
Slika 3 podaja odvisnost absorbance od koncentracije ferulne kisline v reakcijski mešanici. 
Gre za grafičen prikaz umeritvene krivulje, ki smo jo izrisali iz povprečja absorbanc pri  
765 nm določenih v 2 paralelkah in masne koncentracije standarda.  
 
 
Slika 3: Grafični prikaz umeritvene krivulje ferulne kisline za Folin-Ciocalteu-jevo metodo 
 
Z linearno regresijsko analizo smo določili smerni koeficient premice (0,072 L/mg ). 
 
3.2.2.2 Analiza vzorcev za Folin-Ciocalteu-jevo metodo 
 
Pri analizi vzorcev smo postopali na enak način kot pri pripravi umeritvene krivulje, le da 
smo namesto standarda odpipetirali 100 μL ustrezno razredčenega supernatanta. 
 
Vsebnost skupnih fenolnih spojin smo izračunali na osnovi enačbe umeritvene krivulje, in 
rezultate izrazili kot ekvivalent ferulne kisline. 
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Masno koncentracijo skupnih fenolnih spojin v mikrocentrifugirki (epici; yepica) smo 
izračunali s pomočjo zveze med izmerjeno absorbanco vzorca (A765) in smernim 
koeficientom premice (k): 
 
yepica= A765 / k                                                                                                                    ...(2) 
 
S pomočjo masne koncentracije skupnih fenolnih spojin v epici (yepica) in volumna 
reakcijske mešanice v epici (Vepica) smo izračunali maso fenolnih spojin v epici oz. kiveti 
(m epica) 
 
mepica = yepica  x Vepica                                                                                                        ...(3) 
 
Iz mase fenolnih spojin v reakcijski mešanici (mepica), upoštevanega razredčitvenega 
faktorja (R) in volumna odpipetirane raztopine ekstrakta (Vpip.), smo izračunali masno 
koncentracijo skupnih fenolnih spojin v raztopini ekstrakta (yr.e.): 
 
yr.e.=(mepica /Vpip. ) x R                                                                                                       ...(4) 
 
S pomočjo masne koncentracije skupnih fenolnih spojin v izhodni raztopini ekstrakta in 
njenega volumna (Vr.e.) smo izračunali maso fenolnih spojin v celotnem ekstraktu 
(mekstrakta) : 
 
mekstrakta = yr.e. x Vr.e.                                                                                                          ...(5) 
 
Iz izračunane mase fenolnih spojin v ekstraktu (mekstrakta)  in zatehte vzorca (mvzorca) smo 
izračunali maso fenolnih spojin kot ekvivalent ferulne kisline na maso svežega vzorca (mg 
FK/g MS): 
 
mg FK/g MS = mekstrakta / mvzorca                                                                                                                                   ...(6) 
 
S pomočjo mase ferulne kisline podane na svežo snov (mg FK/g MS) in deleža suhe snovi 
v vzorcu (% SS), smo rezultate lahko izrazili kot ekvivalent ferulne kisline v 1 g suhe 
snovi vzorca (mg FK/g SS): 
 
mg FK/g SS = (mg FK/g MS) / %SS                                                                                ...(7) 
 
3.2.3 DPPH· metoda 
 
Antioksidativni potencial smo določali po metodi, ki sta jo opisala Brand-Williams s 
sodelovci (1995).  
  
3.2.3.1 Priprava umeritvene krivulje za DPPH· metodo 
 
Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili 0,5 mM raztopino troloksa v metanolu. V 
2 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali ustrezno razredčeno raztopino troloksa (pripravo 
prikazuje preglednica 3) in 1000 μL raztopine DPPH·. Po 60 min inkubaciji na sobni 
temperaturi smo vsebino mikrocentrifugirk prenesli v 2 mL PS kivete in izmerili 
absorbanco pri 517 nm proti slepemu vzorcu (slika 5). Za slepi vzorec smo uporabili 
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metanol. Kontrolni vzorec (referenčna raztopina) je vseboval 1000 μL raztopine DPPH· in 
1000 μL metanola. Njegova absorbanca je znašala ~1.  
 
 
 
Slika 4: Priprava raztopin za umeritveno krivuljo za DPPH· metodo   
 
 
Preglednica 3: Priprava raztopin za umeritveno krivuljo za troloks za DPPH· metodo  
 
0,5 mg/ml Troloks 
(μL) 
Metanol  
(μL) 
DPPH 
 (μL) 
1 25 975 1000 
2 50 950 1000 
3 75 925 1000 
4 100 900 1000 
5 125 875 1000 
6 150 850 1000 
7 175 825 1000 
 
Za izris umeritvene krivulje smo morali najprej izračunati padec absorbance (∆A), in sicer 
tako, da smo od absorbance referenčne raztopine (kjer je bila prisotna maksimalna 
koncentracija prostih DPPH· radikalov) odšteli absorbanco vzorca s standardom (molekule 
troloksa so reagirale z DPPH· radikali, absorbanca reakcijske mešanice se je ustrezno 
znižala). Padec absorbance je premosorazmeren AOP vzorca, večji kot je padec, bolj 
učinkovit je vzorec.  
 
Slika 5 podaja odvisnost ∆A od koncentracije troloksa v reakcijski mešanici. Gre za 
grafičen prikaz umeritvene krivulje, ki smo jo izrisali s pomočjo izračunanih ∆A in masne 
koncentracije troloksa. Z linearno regresijsko analizo smo določili smerni koeficient 
premice (0,089 L/mg).  
 
 
Polak I. Antioksidativni potencial kaljene rži.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2017 
 
13 
Slika 5: Grafični prikaz umeritvene krivulje troloksa za DPPH· metodo 
 
3.2.3.2 Analiza vzorca za DPPH·metodo 
 
Vsak vzorec smo analizirali v dveh ponovitvah. Pri analizi vzorcev smo postopali na enak 
način kot pri pripravi umeritvene krivulje, le da smo namesto standarda odpipetirali enak 
volumen ustrezno razredčenega supernatanta. Naklon umeritvene krivulje smo uporabili za 
vrednotenje AOP kaljenih in nekaljenih semen rži, ki smo ga izračunali podobno kot 
vsebnost skupnih fenolnih spojin in ga izrazili kot ekvivalent troloksa (mg troloksa/g SS). 
 
3.2.4 Določanje vsebnosti vode 
 
V predhodno stehtane tehtiče, smo zatehtali 5 g homogeniziranega vzorca. Vzorce smo 
sušili 5 ur pri temperaturi 105 ºC. Po končanem sušenju smo tehtiče z vzorci ohladili v 
eksikatorju. Nato smo jih ponovno stehtali in iz dobljenih vrednosti izračunali odstotek 
suhe snovi v vzorcu. Vrednosti smo podajali na suho snov zaradi lažje in realnejše 
primerjave rezultatov. 
             
% vode = (izguba vode (g)/zatehta (g)) x 100                                                                  ...(8)                                                                                                                                                                                                 
 
% SS = 100 - % vode                                                                                                        ...(9)                                                                                                                                  
 
3.2.5 Statistična analiza 
 
Poskus je potekal v 2 ponovitvah. Vsako ponovitev smo analizirali v 2 paralelkah. 
Vrednosti so podane kot povprečje 2 ponovitev ± standardni odklon. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
  
4.1 ANALIZA SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN 
 
Metoda po Folin-Ciocalteu-ju omogoča natančno, preprosto in občutljivo ocenjevanje 
vsebnosti fenolnih spojin v vzorcu. Izmerjena absorbanca je premosorazmerna 
koncentraciji skupnih fenolnih spojin v vzorcu (Košmerl in Kač, 2004). 
 
Še med namakanjem zrn, ko ta sprejmejo dovolj vode, se prične tudi že proces kaljenja, 
tako, da je meja med obema procesoma zelo težko določljiva, zato smo mi vzorce namesto 
po času kaljenja poimenovali po času vzorčenja od začetka eksperimenta, tj. namakanja. 
 
Na sliki 6 so prikazane vsebnosti skupnih fenolnih spojin v posameznih vzorcih kaljene rži 
(mg FK/g SS). Vsebnost fenolnih spojin je po pričakovanju naraščala s časom kaljenja. 
 
 
Slika 6: Vsebnost skupnih fenolnih spojin v posameznih vzorcih kaljene rži. Oznake vzorcev: nekaljena zrna 
(0)  in kaljena zrna vzorčena po 24 (24), 48 (48), 72 (72) in 96 urah (96) eksperimenta. 
 
Najnižjo vrednost smo določili pri nekaljeni rži, za vzorec 0, in sicer (1,01 ± 0,05) 
mg FK/g SS. Iz navedenega podatka je razvidno, da že nekaljena, tj. biološko neaktivirana 
semena, vsebujejo določeno vsebnost polifenolnih spojin. 
 
Amarowicz in Weidner sta leta 2001 določila vsebnost skupnih fenolnih spojin v semenu 
rži s DAD-HPLC metodo. Potrdila sta prisotnost petih fenolnih spojin in sicer vanilinske, 
kavne, p-kumarne, ferulne in sinapske kisline. Kisline so bile prisotne v obliki topnih 
estrov. 
 
V literaturi zasledimo, da približno 12 ur po dodatku vode seme že kaže prve znake 
aktivnosti. Začne se indukcija encimov (Kreisz, 2009). Po končanem namakanju, ki je 
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potekalo 8 ur v vodi in 16 ur na zraku, smo zrna prvič vzorčili. Tako lahko v vzorcih z 
oznako 24 opazimo, da se prirast fenolnih spojin minimalno poveča in sicer za 10 % v 
primerjavi z rženimi zrni pred kalitvijo.  
 
Podobno so tudi Terpinc in sod. (2016) ugotovili, da se vsebnost skupnih fenolnih spojin v 
zrnih ajde v prvi fazi namakanja skorajda ni spreminjala, čeprav bi deloma to lahko 
pričakovali na račun izgube nekaterih fenolov v vodo, ki smo jo uporabili za namakanje, 
ali zaradi tvorbe netopnih kompleksov med fenoli in proteini (Hübner in Arendt, 2013). 
Singh in Sharma (2017) poročata o padcu koncentracij večih fenolnih kislin med 
namakanjem in v prvi fazi kaljenja. 
 
Po 48 urah eksperimenta (vzorec 48) že lahko opazimo prvo očitnejšo spremembo v 
vsebnosti skupnih fenolnih spojin. Tako se količina fenolnih spojin poveča za 28 % glede 
na zrna vzorčena po 24 urah (vzorec 24) in za 40 % v primerjavi z nekaljenimi zrni. Singh 
in Sharma (2017) navajata, da je v primeru rjavega riža prišlo do povečanja prostih fenolov 
zaradi povečane aktivnosti encimov za razgradnjo celične stene, kar bi omogočilo njihovo 
sprostitev iz netopno vezanih oblik. Slednje bi bil lahko vzrok za pozitiven prirast tudi v 
naši raziskavi. 
 
Močnejši prirast fenolnih spojin opazimo v vzorcih po 72 urah eksperimenta (vzorec 72). 
Vsebnost spojin se je v vzorcih, odvzetih dan kasneje, zvišala za 57 % v primerjavi z zrni 
ob času 48 ur. Povečanje vsebnosti spojin lahko pripišemo delovanju sintetiziranih 
encimov, ki osvobajajo vezane fenole. Slednji tako postanejo dostopni za ekstrakcijo z 
metanolom. Tudi Terpinc s sod. (2016) so prišli do podobnih ugotovitev. V primeru 
njihove študije je do močnega povečanja skupnih fenolnih spojin prišlo po 64 urah 
kaljenja. Navajajo, da je razlog temu deloma biosinteza fenolnih spojin (novo nastale 
spojine), deloma fenolne spojine, ki se sproščajo iz vezanih oblik ob pomoči glikozidaz ali 
pa fenolne spojine, ki nastanejo s hidrolizo kompleksnejših polimerov. 
 
Največ fenolnih spojin, ki reagirajo s Folin-Cicalteujevim reagentom, smo določili po 96 
urah od začetka eksperimenta (vzorec 96) in sicer (3,5 ± 0,2) mg FK/g SS. Fenolne spojine 
rži se zvišajo za 59 % v primerjavi z zrni ob času 72 ur, oziroma kar za približno 250 % 
glede na zrna pred kalitvijo. Slednje je v skladu z raziskavo kvinojinih semen, kjer se je 
vsebnost fenolnih spojin povečala 8,6-krat, vsebnost flavonoidov pa 4,4-krat (Carciochi in 
sod., 2014). 
 
 
4.2  ANALIZA DPPH· 
 
Metoda omogoča enostavno in hitro ocenjevanje sposobnosti lovljenja prostih radikalov. 
Sodi v eno izmed najstarejših indirektnih metod, ki temelji na sposobnosti ekstrakta za 
zmanjševanjenje aktivnosti DPPH· radikala. Večji kot je AOP vzorca, manjši delež DPPH· 
radikala preostane v reakcijski zmesi in nižja je absorbanca. Reakcijo spremljamo s 
spremembo absorbance pri 517 nm (Parkash, 2001).  
 
Fenolne spojine, prisotne v ekstraktih nekaljenih in kaljenih zrn, so reagirale z DPPH· 
radikalom, zato se je delež DPPH· radikala zmanjšal, kar je bilo moč opaziti s spremembo 
barve reakcijske mešanice iz vijolične v svetlejši odtenek ali celo rumeno barvo. 
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Slika 7 prikazuje vpliv trajanja kaljenja na antioksidativni potencial rženih zrn. Vrednosti 
so podane kot količina (ekvivalent) troloksa (mg) v 1 g suhe snovi vzorca, saj smo za 
pripravo umeritvene krivulje uporabili raztopino troloksa. Opazimo lahko podoben trend 
kot pri metodi Folin-Ciocalteu, oz. povedano drugače, dlje časa kot so zrna kalila, večji 
AOP so ta imela.  
 
 
Slika 7: Antioksidativni potencial (AOP) posameznih vzorcev kaljene rži. Oznake vzorcev: nekaljena zrna 
(0) in kaljena zrna vzorčena po 24 (24), 48 (48), 72 (72) in 96 urah (96) eksperimenta. 
 
 
Najnižjo vrednost smo določili pri nekaljenih zrnih rži, ob času 0 ur (vzorec 0), ko je AOP 
znašal (0,37 ± 0,02) mg troloks/g SS. Iz slike 7 je razvidno, da že nekaljeno zrno rži 
vsebuje določeno antioksidativno aktivnost. 
Ob prvem vzorčenju, tj. 24 ur od začetka eksperimenta, je AOP rženih zrn (vzorec z 
oznako 24) za 36 % višji kot pred namakanjem. Prav tako so o povečanju antioksidativne 
aktivnosti žit v prvi fazi namakanja in kaljenja poročali drugi raziskovalci (Singh in 
Sharma, 2017; Carciochi in sod., 2014). Medtem pa Terpinc in sod. (2016) poročajo, da se 
sposobnost lovljenja prostih radikalov, določena z DPPH· in ABTS metodo, takoj po 
namakanju in prvih 16 ur kaljenja ni spreminjala.  
 
V naslednjih 24 urah se ob upoštevanju standardnega odklona (slika 7), AOP kaljene rži ni 
spremenil. Po 48 urah biološke aktivacije (vzorec z oznako 48) se je prirast AOP zvišala za 
50 % v primerjavi s kontrolo (vzorec 0). Terpinc s sod. (2016) so prišli do podobnih 
ugotovitev, 40 urno kaljenje ajdovih zrn še ni zadostovalo za znatno povečanje njihove 
antioksidativne učinkovitosti določene z DPPH·metodo.  
 
Kot je razvidno iz slike 7, lahko bistveno izboljšanje AOP kaljene rži najprej opazimo po 
72 eksperimenta (vzorec z oznako 72). Prirast AOP je takrat za 71 % večja kot po 48 urah 
eksperimenta in kar 2,6–krat večja kot pred namakanjem. Singh in Sharma (2017) 
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povečanje antioksidativnega delovanja pripisujeta fenolom in sintezi snovi, kot so vitamin 
C in tokoferoli. 
 
Največ antioksidativnege potenciala smo določili po 96 urah od začetka eksperimenta 
(vzorec z oznako 96), ko ta znaša (1,41 ± 0,04) mg troloks/g SS. AOP se je tako zgolj v 4 
dneh povečal za 273 %. Podobne rezultate so objavili Terpinc in sod. (2016). Po 64 in 88 
urah kaljenja so določili maksimalno povečanje antioksidativne aktivnosti ajde. Po 88 urah 
kaljenja je bila antioksidativna aktivnost ajdovih zrn za več kot dvakrat višja od tiste, ki ni 
bila podvržena procesu namakanja in kaljenja. Do podobnih ugotovitev so prišli tudi pri 
analizi kvinojinih semen, kjer je 3 dnevno kaljenje vodilo v 2-kratno povečanje 
sposobnosti lovljenja DPPH· radikala (Carciochi in sod., 2014).  
 
Singh in Sharma (2017) navajata, da pride med kaljenjem do modifikacije endosperma pod 
vplivom hidrolitičnih encimov, pri čemer se sprostijo prosti fenoli z učinkovitejšim 
antioksidativnim delovanjem. 
 
Večina raziskav dokazuje, da lahko kaljenje, v primerjavi s surovimi semeni, znatno 
poveča antioksidativen potencial topnih ekstraktov (Gan in sod., 2017; Nelson in sod., 
2013; Hübner in Arendt, 2013). Hung in sod. (2011) so ugotovili, da se antioksidativna 
aktivnost pšenice povečuje z daljšanjem časa kaljenja. Ugotovili so, da pride pri ustrezno 
dolgem procesu kaljenja do kopičenja antioksidativnih spojin kot so vitamin C in 
tokoferoli. 
 
4.3 KORELACIJA MED VSEBNOSTJO FENOLNIH SPOJIN IN AOP 
 
Vsebnost fenolnih spojin je tesno povezana z antioksidativnim delovanjem (Xu in sod., 
2009). Fidrianny in sod. so leta 2014 potrdili, da imajo fenolne strukture pomembno vlogo 
pri bioaktivni dejavnosti. Zlasti število in položaj hidroksilne skupine v fenolni strukturi je 
odločilno povezana z njenim antioksidativnim delovanjem. 
 
Pearsonov koeficient korelacije nam pove, ali obstaja povezava med vsebnostjo skupnih 
fenolnih spojin in AOP ekstrakta.  
 
Na sliki 8 vidimo, da je korelacija med vsebnostjo skupnih fenolov in antioksidativnim 
potencialom, ne samo pozitivna, ampak tudi zelo močna. Pearsonov koeficient korelacije 
znaša 0,994, kar pomeni da se s povečanjem vsebnosti fenolov poveča tudi AOP, določen z 
DPPH· metodo oz. povedano drugače – več fenolnih spojin kot jih bo vsebovala kaljena rž, 
boljši antioksidativni potencial bo imela. 
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Slika 8: Korelacija med vsebnostjo skupnih fenolov in antioksidativim potencialom (AOP) 
 
 
Tudi Zieliński in sod. so leta 2007 dokazali močno povezavo med vsebnostjo fenolov in 
antioksidativno učinkovitostjo celih zrn rži in sicer je koeficient korelacije za ekstrakte v 
fosfatnem pufru znašal 0,96, za 80% metanolne ekstrakte pa 0,99. 
 
Pozitivno korelacijo smo sicer pričakovali, pa kljub temu ne tako močne. Morda je razlog 
ta, da smo kot standard za določitev vsebnosti fenolnih spojin izbrali ferulno kislino, ki jo 
je v rži med fenolnimi spojinami daleč največ. Omenjena fenolna kislina je znana po 
svojem antioksidativnem delovanju. Rezultati raziskave, ki so jo opravili Terpinc in sod. 
(2011) kažejo, da je ferulna kislina v lovljenju  DPPH· radikala znatno bolj učinkovita kot 
p-kumarna kislina, primerljiva s sinapinsko kislino in slabša od kavne kisline. Omenili smo 
že, da se ferulna kislina v nekaljenih zrnih nahaja predvsem v vezani obliki, zaradi česar 
lahko predvidevamo, da kaljenje rži omogoča njeno transformacijo v topno obliko.  
 
Tudi v literaturi zasledimo, da kaljenje žit znatno vpliva na povečanje ferulne kisline 
(Hübner in Arendt, 2013). Singh in Sharma (2017) poročata, da se med kaljenjem rjavega 
riža povečuje njegova antioksidativna učinkovitost zaradi delovanja hidrolitičnih encimov, 
ki sproščajo proste fenolne spojine z učinkovitejšimi antioksidativnimi aktivnostmi. S 
povečanjem vsebnosti fenolnih spojin se v času kaljenja torej posledično poveča tudi 
antioksidativna aktivnost zrna. 
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5 SKLEPI 
 
V okviri diplomskega dela smo v nekaljenih in kaljenih zrnih rži določili skupno vsebnost 
fenolnih spojin in  antioksidativni potencial pripravljenih ekstraktov.  
 
Na podlagi dobljenih rezultatov lahko sklepamo: 
 
 Nekaljena in kaljena zrna rži vsebujejo fenolne spojine. 
 
 Nekaljena in kaljena zrna rži izražajo antioksidativen potencial. 
 
 Proces kaljenja pozitivno vpliva na vsebnost fenolnih spojin v rženih zrnih. 
 
 Proces kaljenja pozitivno vpliva na antioksidativni potencial rži. 
 
 Najprimernejši čas priprave kaljenih rženih zrn z vidika fenolnih spojin in 
antioksidantov je 96 ur. 
 
 Med vsebnostjo fenolnih spojin in antioksidativnim potencialom ekstraktov obstaja 
močna pozitivna korelacija.  
Rezultati raziskovalnega dela so potrdili naše delovne hipoteze.  
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6 POVZETEK 
 
Namen diplomske naloge je bil preučiti vpliv kaljenja na vsebnost fenolnih spojin in 
antioksidativni potencial metanolnih ekstraktov rženih zrn. Vsebnost fenolnih spojin v 
ekstraktih smo spremljali z metodo Folin-Ciocolateu in rezultate podali kot ekvivalent 
ferulne kisline  (mg FK/g SS). Antioksidativni potencial  smo določali z DPPH· metodo in 
rezultate podali kot ekvivalent troloksa (mg troloks/g SS). 
 
Pred začetkom raziskovalnega dela smo pričakovali, da bo koncentracija fenolnih spojin in 
antioksidantov s časom kaljenja naraščala. Analiza je pokazala da pride 72 ur po začetku 
eksperimenta prvič do znatnejšega povečanja vsebnosti fenolnih spojin. Ta je dosegla 
maksimum po 96 urah, ko je znašala (3,5 ± 0,2) mg FK/g SS. Podoben trend smo opazili 
tudi pri antioksidativnem potencialu ekstraktov, ko je  po 96 urah eksperimenta znašal 
največ (1,41 ± 0,04) mg troloks/g SS.  
 
Rezultati so pokazali, da ima ekstrakt, ki vsebuje največ fenolnih spojin, hkrati tudi 
največji AOP. Iz rezultatov lahko sklepamo, da več fenolnih spojin kot vsebuje vzorec 
kaljene rži, boljšo antioksidativno učinkovitost bo imel.  
 
Zaključimo lahko s trditvijo, da kaljenje pozitivno vpliva tako na vsebnost fenolnih spojin 
kot na antioksidativni potencial rži. Med procesom kaljenja je v rženem zrnu prišlo do 
intezivnih biokemijskih sprememb, ki so imele za posledico znatno povečano vsebnost 
skupnih fenolnih spojin in antioksidantov zgolj v štirih dneh.  
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